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血液組織関門 histamine 輸送における有機カチオン
輸送担体の関与 
脳において histamine は、神経伝達物質として機能し、睡眠 -覚醒サイクルの調節および
記憶・学習といった重要な神経伝達を担っている。脳内 histamine 神経系の異常が中枢性過
眠症やアルツハイマー病などの種々の神経疾患と関連することが報告されており、特に脳
間質液中の histamine 濃度異常は神経伝達に多大な影響を及ぼしている。脳内の histamine
は、ニューロンにおいて L-histidine から生合成されることが示唆されている一方、histamine
および L-histidine の循環血液から脳への輸送機構について十分な知見は得られていない。
また、脳間質液中からの histamine 除去機構について、前ニューロンへの再取り込みには否
定的な報告が多く、また、その代謝酵素は脳間質液中に存在しないことから、histamine は
これらと異なる経路を介して脳間質液中から排出されると推察される。近年、血液脳関門  
(blood-brain barrier; BBB) および血液脳脊髄液関門  (blood-cerebrospinal fluid barrier; 
BCSFB) に発現する輸送担体が、循環血液 -脳間および循環血液 -脳脊髄液  (CSF) 間の物質
輸送に関与することが報告されており、histamine や L-histidine の脳への輸送過程および脳
からの histamine 排出過程について、BBB/BCSFB に発現する輸送担体の関与が推察される。 
脳と同様に神経組織である網膜においても histamine は神経伝達物質として機能し、正常
な視覚機能の維持に関与している。網膜内の histamine 機能異常は加齢黄斑変性症などの網
膜疾患に繋がる可能性が示されており、その網膜内濃度は厳密に調節されることが必須と
なる。近年、循環血液と網膜を隔てる血液網膜関門  (blood-retinal barrier; BRB) において、
脳関門と同様に多様な輸送担体が発現し、循環血液-網膜間の物質輸送に関与することが明
らかになってきたことから、histamine および L-histidine の網膜への輸送過程および網膜か
らの histamine 排出過程に、BRB に発現する輸送担体の関与が推察される。  
本研究では、脳 /網膜への histamine 供給経路および脳 /網膜からの histamine 排出経路の解
明を目的とし、血液組織関門における histamine および L-histidine 輸送機構を、in vivo およ
び in vitro 手法を用いて解析した。これら輸送機構の解明は、histamine に関連する神経疾
患および網膜疾患の病態解明や、新規治療薬開発に重要な知見となることが期待される。  
1. 血液脳関門 /血液脳脊髄液関門を介した histamine 輸送機構 1)
ラット brain uptake index (BUI) 法を用いて、[3H]histamine および [3H]L-histidine の循環血
液から脳への輸送を解析した。[3H]Histamine の BUI 値  (2.2%) は非標識 histamine (40 mM) 
共存下で変化しなかった一方、[3H]L-histidine の BUI 値  (38.7%) は非標識 L-histidine (10 
mM) 共存下で有意に 80%以上減少したことから、L-histidine の BBB を介した脳への輸送
に輸送担体の関与が示唆された。以上から、BBB に発現する輸送担体を介して脳へ輸送さ
れた L-histidine を前駆体とした生合成経路が、脳内 histamine の主供給経路と推察された。 
ラット大脳皮質に投与された[3H]histamine はほとんど消失しなかった一方、ラット CSF
中に投与された[3H]histamine は時間依存的に消失し、半減期は 3.4 分と算出された。本結
果から、脳からの histamine 除去経路は CSF 中からの消失が主であることが示唆された。
また、CSF 中からの[3H]histamine の消失クリアランスは、CSF の bulk flow マーカーである
[14C]D-mannitol の消失クリアランスと比較し 3.8 倍高い値を示した。さらに、[3H]histamine
の CSF 中からの消失は、過剰量の非標識 histamine によって有意に阻害されたことから、
CSF 中からの histamine 消失に輸送担体の関与が示唆された。BCSFB の実体組織であるラ
ット単離脈絡叢における[3H]histamine 取り込みは、非標識 histamine (5 mM) 共存下で有意
に 66%減少したことから、CSF 中からの histamine 消失に BCSFB に発現する輸送担体の関
与が示唆された。関与する輸送担体を同定するため、各種 in vitro 解析を実施した。ラット
論 文 内 容 の 要 旨 
 単離脈絡叢における [3H]histamine 取り込みは plasma membrane monoamine transporter 
(PMAT) の基質である serotonin、dopamine および norepinephrine (各 5 mM) により有意に
55%以上減少した一方、organic cation transporters (OCTs)、organic cation/carnitine transporters 
(OCTNs) および multidrug and toxin extrusion 1 (MATE1) の基質である tetraethylammonium 
(5 mM) 共存下において変化はなかった。また、PMAT 選択的阻害剤 lopinavir (40 μM) によ
り、取り込みは有意に 45%減少した。さらに、BCSFB モデル細胞  (TR-CSFB3 細胞) にお
ける[3H]histamine 取り込みは、Na+非依存性、膜電位依存性および飽和性  (Km = 1.95 mM) 
を示し、ラット PMAT 過剰発現 CHO 細胞における[3H]histamine 取り込み特性と一致した。
以上から、BCSFB を介した histamine 輸送に PMAT の関与が示唆された。  
本解析結果から、脳内 histamine の主供給経路は BBB を介して脳へ輸送された L-histidine
を基とした生合成経路であることが示唆された。また、脳間質液中の histamine は BBB を
介してほとんど排出されない一方、CSF 中の histamine は BCSFB を介して排出され、排出
輸送には PMAT の関与が示唆された。  
 
2. 血液網膜関門を介した histamine 輸送機構 2,3) 
ラット retinal uptake index (RUI) 法を用いて、[3H]histamine および[3H]L-histidine の循環
血液から網膜への輸送を解析した。[3H]Histamine の RUI 値  (20.6%) は、非標識 histamine 
(40 mM) 共存下で変化しなかった一方、 [3H]L-histidine の RUI 値  (268%) は非標識 L-
histidine (10 mM) 共存下で有意に 80%以上減少したことから、L-histidine の BRB を介した
網膜への輸送に輸送担体の関与が示唆された。関与する輸送担体を同定するため、網膜の
2/3 領域に栄養を供給している内側血液網膜関門  (inner BRB) のモデル細胞  (TR-iBRB2 細
胞) を用い、[3H]L-histidine 取り込みを解析した。TR-iBRB2 細胞における[3H]L-histidine 取
り込みは Na+-非依存性および飽和性  (Km = 86.3 μM) を示し、L-type amino acid transporters 
(LATs) の基質および阻害剤共存下で取り込みは有意に 60%以上減少した一方、他のアミノ
酸トランスポーター基質共存下で取り込みは変化しなかった。また、D-leucine および D-
phenylalanine 共存下でも取り込みは 50%以上減少したことから、LATs の中でも LAT1 の関
与が示唆された。以上から、BRB に発現する LAT1 を介して網膜へ輸送された L-histidine
を前駆体とした生合成経路が、網膜内 histamine の主供給経路と推察された。  
ラット硝子体内に投与した[3H]histamine と bulk flow マーカーである [14C]D-mannitol の硝
子体 /網膜からの消失速度定数に変化はなかったことから、histamine は BRB を介して網膜
からほとんど排出されないことが示唆された。また、TR-iBRB2 細胞および外側血液網膜関
門  (outer BRB) のモデル細胞  (RPE-J 細胞) における[3H]histamine 取り込み解析の結果、既
報の有機カチオン輸送担体  (PMAT、OCTs、OCTNs、MATE1) の基質および阻害剤共存下
において取り込みは変化しなかったことから、BRB を介した histamine 輸送に既報の有機
カチオン輸送担体は関与しないことが示唆された。  
 
3. 血液網膜関門を介した網膜からの有機カチオン性化合物排出機構 3) 
上記の解析から、脳および網膜への histamine 供給過程は類似している一方、脳および網
膜からの histamine 排出過程は異なっており、この違いは脳関門および網膜関門にて機能す
るカチオン性化合物排出輸送機構の差異によるものと推察される。そこで、既報の有機カ
チ オ ン 輸 送 担 体  (PMAT 、 OCTs 、 OCTNs 、 MATE1) の 基 質 で あ る 1-methly-4-
phennylpyridinnium (MPP+) を輸送解析プローブとして選択し、網膜からの排出を解析した。
ラット硝子体内に投与した [3H]MPP+の消失速度定数は bulk flow マーカーである [14C]D-
mannitol の消失速度定数よりも有意に 1.6 倍高値であり、またその消失は非標識 MPP+ (10 
mM) 共存下で抑制されたことから、MPP+の網膜からの排出に BRB に発現する輸送担体の
 関与が示唆された。一方、MPP+の RUI 値は非標識 MPP+ (50 mM) 共存下にて変化せず、循
環血液から網膜への MPP+輸送に輸送担体は関与しないことが示唆された。  
BRB を介した網膜からの MPP+排出に関与する輸送担体を同定するため、TR-iBRB2 細胞
および初代培養ラット網膜色素上皮  (RPE) 細胞を用いて解析を行った。RT-PCR 法から、
PMAT、OCTNs および MATE1 の mRNA 発現が両細胞にて示された一方、OCTs の mRNA
は検出されなかった。両細胞における[3H]MPP+取り込みは、飽和性  (Km = 58.0 μM および
63.5 μM)、Na+, Cl-非依存性および膜電位感受性を示し、PMAT 基質および阻害剤共存下で
取り込みは有意に減少した一方、他の有機カチオン輸送担体  (OCTs、OCTNs、MATE1) の
基質および阻害剤共存下で取り込みに変化はなかった。以上から、BRB を介した MPP+輸
送に PMAT の関与が推察された。一方、PMAT に対する siRNA および PMAT 選択的阻害
剤 lopinavir (10 μM) を用いた解析の結果、両細胞における[3H]MPP+取り込みに変化はなか
った。従って、BRB を介した網膜からの MPP+排出輸送に、PMAT と似た性質を有する、既
報の輸送担体とは異なる輸送担体  (PMAT-like transporter) の関与が示唆された。  
 
結論  
本研究から、脳および網膜への histamine 供給について、その主供給経路は BBB および
BRB を介して両神経組織へ輸送された L-histidine を前駆体とした生合成経路であることが
示唆された。また、脳および網膜からの histamine 排出について、CSF 中 histamine は BCSFB
に発現する PMAT を介して排出される一方、網膜内 histamine は BRB を介してほとんど排
出されないことが示された。また、MPP+の網膜からの排出輸送に、既報の有機カチオン輸
送担体は関与しないことが示唆され、これが脳関門および網膜関門を介した histamine 排出
輸送の差異に繋がっていると推察される。以上の知見は、脳および網膜における histamine
動態の理解、また histamine に関連する神経疾患および網膜疾患の病態解明のために重要な
知見となる。  
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 学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
Histamine は、脳および網膜において神経伝達物質として機能するカチオン性化合物であ
る。近年、神経組織において、histamine 濃度異常と神経疾患との関連が示唆されているこ
とから、histamine の神経組織内動態の解明は、神経疾患の病態解明に重要な知見となる。
脳および網膜への histamine供給経路として、L-histidineを前駆物質とした生合成が示唆され
ている一方、histamineおよび L-histidineの循環血液から脳および網膜への輸送機構について
の知見は希少である。また、シナプス間隙中からの histamine 排出経路として、シナプス前
細胞への再取り込みには否定的な報告が多く、histamine 代謝酵素は間質液中に存在しない
ことから、histamine はこれらと異なる経路を介して排出されると考えられる。申請者は、
①脳および網膜への histamine供給機構、②脳および網膜からの histamine排出機構について、
脳関門および網膜関門に発現する輸送担体分子に着目し、in vivoおよび in vitro手法を駆使
してその関与を追及した。また、その過程で、脳関門および網膜関門にて機能するカチオ
ン性化合物排出輸送機構の差異が示唆されたことから、既報の有機カチオン輸送担体の基
質である 1-methly-4-phennylpyridinnium (MPP+) をプローブとして、網膜からの排出を詳細に
解析した。本学位論文の内容と審査結果は以下の通りである。 
 
1. 血液脳関門/血液脳脊髄液関門を介した histamine輸送機構 
ラット総頚動脈に単回投与された[3H]histamine の脳移行は、非標識 histamine 共存下で変
化しなかった一方、[3H]L-histidine の脳移行は非標識 L-histidine 共存下で 80%以上抑制され
たことから、L-histidineの循環血液から脳への輸送に、輸送担体の関与が示唆された。ラッ
ト大脳皮質に投与された[3H]histamine はほとんど消失しなかった一方、ラット脳脊髄液 
(cerebrospinal fluid; CSF) 中に投与された[3H]histamineは速やかに消失し、その消失速度定数
は bulk flow マーカーの消失速度定数と比して、3.2 倍高値を示した。血液脳脊髄液関門 
(blood-CSF barrier; BCSFB) の実体組織であるラット単離脈絡叢における[3H]histamine取り
込みは、plasma membrane monoamine transporter (PMAT) の基質および選択的阻害剤により
45-67%減少した一方、他の有機カチオン輸送担体 (OCTs、OCTNs および MATE1) の基質
共存下で変化しなかった。また、BCSFBモデル細胞 (TR-CSFB3細胞) における[3H]histamine
取り込み特性は、ラット PMAT過剰発現 CHO細胞における取り込み特性と一致した。以上
から、脳内 histamineの主供給経路は、BBBを介して脳へ輸送された L-histidineを前駆物質
とした生合成経路であることが示唆された。また、histamineは脳内から BCSFBに発現する
PMATを介して排出されることが示唆された。 
 
2. 血液網膜関門を介した histamine輸送機構 
ラット総頚動脈に単回投与された[3H]histamine の網膜移行は、非標識 histamine 共存下で
変化しなかった一方、[3H]L-histidine の網膜移行は非標識 L-histidine 共存下で 80%以上抑制
 されたことから、L-histidineの循環血液から網膜への輸送に、輸送担体の関与が示唆された。
内側血液網膜関門 (inner blood-retinal barrier; inner BRB) のモデル細胞 (TR-iBRB2細胞) に
おける[3H]L-histidine取り込みは、L-type amino acid transporters (LATs) の基質共存下で 60%
以上減少し、LAT1選択的阻害剤により 50%以上減少した。一方、他のアミノ酸輸送担体の
基質共存下で取り込みに変化はなかった。以上から、L-histidine は、BRBに発現する LAT1
を介して網膜へ輸送されることが示唆された。一方、網膜からの histamine 排出について、
ラット硝子体/網膜からの[3H]histamineの消失速度定数は、bulk flowマーカーの消失速度定
数と同程度の値を示したことから、histamineは BRBを介して網膜からほとんど排出されな
いことが示唆された。 
 
3. 血液網膜関門を介した網膜からの有機カチオン性化合物排出機構 
脳関門および網膜関門にて機能する排出輸送機構の差異を明らかにするため、既報の有
機カチオン輸送担体 (PMAT、OCTs、OCTNsおよび MATE1) の基質である MPP+をプロー
ブとし、網膜関門を介した輸送機構を解析した。ラット硝子体/網膜からの[3H]MPP+の消失
速度定数は bulk flowマーカーの消失速度定数より 1.6倍高値を示し、またその消失は非標
識MPP+により抑制されたことから、MPP+の網膜からの排出に BRBに発現する輸送担体の
関与が示唆された。TR-iBRB2細胞および outer BRBモデル細胞 (初代培養ラット網膜色素
上皮細胞) における[3H]MPP+取り込み解析の結果、両細胞における[3H]histamine取り込み特
性 (Na+, Cl-非依存性、膜電位感受性) および化合物感受性から、PMATの関与が示唆された。
一方、PMATに対する siRNA処置および PMAT選択的阻害剤共存下で[3H]MPP+取り込みに
変化はなく、また、OCTs、OCTNsおよびMATE1の基質共存下においても変化はなかった。
以上から、網膜からのMPP+排出に、PMATと似た性質を有するものの、既報の輸送担体と
は異なる分子の関与が示唆された。 
 
以上のように申請者は、脳/網膜へのhistamine供給経路および脳/網膜からのhistamine排出
経路について解析し、histamineの両組織への供給経路は類似している一方、両組織からの排
出経路は異なることを明らかにした。特に、脳からのhistamine排出を担うことが明らかにな
ったPMATは、histamineに関連する神経疾患に対する新規治療薬標的となることが期待され
る。 
主査および副査は、臼井 拓也氏に面接試験を行うとともに論文内容について審査を
行い、博士（薬科学）を授けるに値すると判定した。 
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